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J燐酸酵素による転移反応 
11.司燐駿 Diesteraseによるヱスチル燐酸転移
千葉大学医学部医化学教室く主任 赤松教授〉
西堀乙彦 
OTOHIKO NISIDHORI 
Phosphomonoesterase により燐酸カ~ P小~itrophenol-燐酸 (NPP)から，アルコ戸 Jレ性 OH基
に転移しうるとと，及びその反応の機序を前報くりで報告した。その際乙の反応に Diesteraseが
関与したい事を明らかにし，た。しかし，とのようにl¥1onoesterから燐酸が，酵素的に OH化
合物に転移するととが可能ならば， Diesterから Monoesterが OH合物に転移ずる反応(ヱ
ステル燐酸転移〉も酵素的に行われ符べきであ答。 ~Ionoesterase を含まない Diesterase に
よる燐酸 Diesterの水解は CIJの如く経過し，共存ナる OH{ぜ合物へのモノヱステル転移が
行われるときには([コの反応がこれに並発ずる。 
R--Oー @-O-R/十日20 →R-O-⑨-OH十 R/-OH……-……CIJ 
R-Oー⑨-O--R. 1 十 R"-OH → R-Oー(Ê)-O~Rグ十 R'←OH・ H ・-・ C[)
とのヱステル燐酸転移を証明するには，遊離 R/ー OH を定量ナるを要ナるから，供与質と
して NP化合物を供試ナるととが望ましいが， Di -p-Nitrophenol-燐酸は Diesterase Kよ'り水
解され易いが，エステル燐酸転移で生じたる新 Diester・から，また Diesteraseに上りて NP
が遊離ナベき故K，との新生 Die8ter量を測定し難くたる。たおとのヱステル燐酸転移反応が
行われたるととの判定ば，反応液中の Diesteraseを)m熱不活性化したる後qC，•l¥1onoesterase 
を作用せ'しめて生成 NP量と無機燐酸量とを比較することによりて可能である しかし Dies-J
terase作用で生じたる NPPと共存 OH化合物との間に， Monoesterase作用による燐酸転移
が行われうるから実験的にはヱステル燐酸転移が先行したかを明らかにし得たい心故にとの実
験には p-Nitrophenol-燐酸ーヱチルヱステルを供試するととが安当で、ある O との化合物から 
Diesteraseは速やかに NPを逝
、実験の部 	  CJIJ酵素液 
(1J 	基質 P司Nitrophenol-燐酸ーエナノレエステ a)ハプ毒 Die$terase: 吉田fめに従って精製し， 
ノレくNPPE) くC2H5 ・ P04 ，C6H.4.NO.J}~. Monoesteraseを杢〈含きない。 
Ca.H2u b)豚腎 Diesterase: 吉田くのに従って得た.る豚
Rapp(2)に従って合成したる Di-p-Nitrophenol- 腎 Diesteraseを酢自主綬街液で rH5.6に持ち来た
燐酸ーヱナノレエステルの 3.7gをN-NaOH10ccと直 し生ずる沈般を遠沈除去して上清を用う 3 他動物の
火にで加熱ずると漸次若手解する。 とれを N/10 HCl 腎， ITfDiesteraseも同様にして得た。‘ 
にで pH5に持ち来し，エ テノレで 2回抽出して， c)尿 Monoesterase: 前報記載の透析人尿。F
遊離の NPも除去し，7}c居を減圧濃縮，徴控jを生じ Di -Nitrophenol-燐酸及び Nitrophenol司憐酸エチル
たる時M:/to堕化カルシウム液を加えると白色針状 から rH 5β で， 24n寺間後にも NPを全〈遊離しな 
の結品を符・-'>0離点 2370C u、D 
分析 P: 実測値11.3%，哩論値 11.3% CIlJ 実験方法一試験液は下記の如〈調製し
結合 NP: 実況u値 48.0%，哩論値 47.5~合 た。
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10-3 Mol NPPE 4.0CCi る無機燐酸量は NP量の 2九に過ぎない。即ちB式
酵 素 波 2.0 〉 ， に従って第 1段反応で生ずるエナル燐酸の 1/3が， 
10Mol受存体 2.0 ) ェステル燐酸転移に基き，新たなる Diesterとなっ4
基質は予め 2X10-3M 水溶液、として調製し，用・た事を意味する。
に|臨み等量の緩街液を加えた 3 緩街j夜は M/lOVero-
nal-HCl i.品液 (pH9.0)及び M/2酢!型一昨酸ソ グF
混液くpH5.6)を用ひた口上記試験液を 370 Cに， 
2時間放置した後く第 1段反応)，その一部にて NP
及び無機燐酸を定量する。又他の 5ccを N/10HCl 
にて rH7にし， 10QoC 15分担!熱して Diesterase
作用を中断したる後， fl作曲変極秘街液 (pH5.6) 1CC， 
bRMonoesterase 3ccを加え，ァJcにて全量 10ccに
して 370C2時間放置後〈第2段反応)NP及び無
機燐酸を定量ナる。とのM Monoesterase はエナ
ル燐酸〈終濃度 M/4000)を40分にて 94%，90分に
で 95%*i押し得る程度の活性皮を有するものであ
る。第 2段反応後に証明せられる NPと無機i隣国主量
との差を以て転移量を列定した。猶 NPと無機j燐酸
の測定法は前報に記述した。
実験結暴 
CIJ ハプ毒 Diesteraseによるエ九テノレ憐酸
転移。
第 1表に見る知(，一般に第 1段反応では無機燐
酸の遊!維が認められない。第 1段で生ずる NP畳は
じない。受容体の存主しない時は1段反応で、;精力2第
第 2段反応で証明される無機憐酸及び NPは当量的
であれ基質 NPPEがA式に従って分併せられた
事を意味ナる。 
(AJ 02N -く二>-0ー ②-0..E → 02N-
<二>-OH十⑨-O-E(第 1段反応〉 
⑨←O-E →⑨+E (第 2段反応〉
とれに対しグリセリン，グリコール等の受容体が
予め溶液r1:t1-(:共存すると，第 2段反応、で証明ぜられ
第 1表ノ、プ毒 Diesteraseによる
(BJ 02N一一<二>-0一⑨-O--E十 R-OH→ 
O;lNー <二>-OH+R-O-(jd-O-E 
仁Eコ豚腎 Dlesteraseによるエステノレ燐酸
転移。
と¢酵素の場合にもエテ Jレ憐i唆の転移は明らかで
ある(第 2表〉。しかしハプ毒 Diesteraseの揚合と 
~ó~ V，第 2段反応に於て証加される NP量は第 1段
反応での畳を超えている。即ち以 Monoesteraseに
より NPPが僅かながら水併もせられたととを示し，
従って第 1段反応では， NPPEから NPを遊離する
反応と並んで，同ーの基質からエタノーノレを遊離し
で， NPPを生ずあ C式反応が行われたととを意味・
ナ.0。
第	 2表豚腎Diesteraseによる
エステル燐酸転移 (pH7.0) 
~，71( 解悶| 第 1段反応 一一一塁竺些主堕 R 
g -"" .1 NP 
λ 容体~| ω 
* 
P 
lく幼 
I NP P
ω |ω 
~ 0 il a 
グリセリン 55 0 60 I 47 
* ~ 0 a w 
グリコ -Jレ 54 I 0 62 i 48 
10-3 M. NPPE4.0)2甘*r同 
10M. Ac~eptor 2.0トー → 5cc 
Enz: 2.0)pH7 3ccく尿Monoesterase) 
2ccくBu託er)pH 5.6 
CCJ 02N-く二〉一0--⑨一 O-E → 
Q昇N-<二>-O-@+ E-OH 
こ Lに生じたる NPPは，第 2段反応で一部は，
燐i唆転移反応でエタノール燐酸を生ずるであらう
が，とれは供試 Monoesterase で結局，残余の 
エメテノレ燐酸転移 段反応で1併される。従って第.11¥7と共に完全NPP
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生じた.0NPP量に相応する NP量だけ第 2段反応
で情加することになる。
〔亜〕 臓器 Diesteraseによる NPPEの*iq卒。
豚腎 DiesteraseはNPPE水併に際し， A式によ 
V NPを遊離するほかに， C式によりエタノ -Jレを
も遊離ぜしめたが，との様な酵素的性状は，第 3表
に見る如く他動物ιl撒総 Diesteraseに於で更に甚
だしい。従ってヱステル燐酸転移実験に際し，至;虫
酸度を pH7に有ナる Diesteraseのうちでは豚腎
酵素が最もよいととになお。
-24ー  
者 按 
Monoesteraseによって， p-Nitrophenol-燐酸の 
NPと他の OH化合物とが交換される憐捜転移と同
じ様に， Diesteraseによって p-Nitrophenol-緯酸
エナノレから，エナノレ燐酸が他の OH化合物に移され
71 るエチノレ燐酸転移の生化学的意義は不明で、あるが，
87 との反応が可能なる事は，前報の NPPからの憐酸
転移と同様に， NPPEの NPと燐酸との結合が high 
potentialであるからと推定ーされる。私は ζの燐酸
転移に於いても同じように， Diesterase作用によ 
P生じた活性の Monoesterが，そ ι酵素の表面で r
とむ酵素作用で OH化合物に結合されると推定した 
u、。 / 
総括 
NPPEを新たに合成し，との化合物から蛇毒 Diesteraseによりてエチル;燐酸が，共存クぷリ
セリン或はグリコ{ルヘ転移する事を証明し，とれをヱステル燐酸転移と命名ナるO
臓器 Diesteraseは NPPEを水解ナる際K.NP結合を切断ずるほか，たお僅かながら，
次的にェタノ{ルを遊離せしめる O との臓器 Diesteraseもまたエチル燐酸を OH化合物へ転
移せしめるO
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